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Euba cte riu m le ntu m ATC C25559 株の
抗腫瘍活性 に 関する研究




Euba cte rtu m le ntu m rE． lentu mj A T C C 25559株 の 菌体超音波処 理 上 滑液 くS upernatant Of
s 。nic ated c ells， Sup－S Clの 担癌 マ ウ ス に 対 す る 抗腫瘍活性 を ， エ
ー ル リ ッ ヒ 腹 水癌細胞 旧hrlich
ascite s c ar cino m a c eus， E A C細胞I， サ ル コ ー マ 180細胞 くSa rc o m a180c e11s， S－180 細月割 お よ び メ ス A
細胞くMeth Afibr os a rc o m a ceus， Meth A細 榔 の 固型癌 を用 い て検討 した ． 抗腫瘍活性 は ， 各標品投
与群 マ ウ ス の 対照群 マ ウ ス に 対 す る腰瘍重量 の 比 く腫瘍増殖阻止 率上 あ る い は 平 均生存日数 の 比くTノ
CIで評価し た ． 玉 井一福田培地48時間培養菌液 か ら得 られ た 培養上浦液 ， お よ び 超音波破壊菌体の 遠心
上清液くSup－S Cl， 遠心 沈溶 それ ぞ れ の 抗腫瘍活性 を ． E A C細胞お よ び S－180細胞を使 っ て検討し た結
果， Sup－S Cに 腫 瘍形成の 抑制が認め ら れ た ■ そ こ で 同上 清の エ タ ノ
ー ル 画 分 くethan 01 fra ction ， E Fl に
っ い て上 記 の 2 腰瘍 お よ び 同系 の M eth A細胞 で 調 べ た と こ ろ ． 同 じ く 腫 瘍増殖阻止率 で39． 7M
46．1％ ， TIC で136．7 p 139 ．6％以 上 の 抗腫瘍活性が認 めら れ た ． 次に E F をpH2■0， PH4 ．0， pH6rOの
各 pH で 等電点沈殿 し た画分 に つ しユて 各腫瘍細胞 で抗腫瘍活性 を調 べ た と こ ろ ， pB6 ．0画分に 腰痛増殖
阻止率で39．0－58．5％ ， TIC で132． T139．4％以 上 の 抗腫 瘍活性が得 られ た 一 夏 に pH6■0画分を凍結乾
燥 し ， 濃度を 4 段階く3．5． 7．5， 1 5．0． 22．5m glml に 分け て用 量一反応関係 をみ る た め Meth A細胞
で比較 した と こ ろ ， 7 ．5， 15．Om gノml 濃度投与群 に お い て腫瘍形成の 抑制が み ら れ た 一 そ して ， よ り高
濃度の 22．5m glml投与群 で は マ ウス の 架死 ． ま た低濃度の 3．5m glml で は腫瘍 の 抑制が み ら れ なか っ
た こ と か ら ． 抗腫瘍活性 に 対す る 至 適量が存在す る こ とが 示 さ れ た ． また 本標品は100
0
Cの 加熱 に よ り
不 活性化さ れ な い こ と か ら ， その 本体 は蛋白で は な い こ とが 推測さ れ た ． 本標品の マ ウ ス へ の 投与方法
を筋肉内 ． 腫瘍内お よ び 腹腔内の 3経路 に 分け Meth A細胞 を用 い 検討 した と こ ろ ， 投与経路に よる 明
らか な抗脛癌活性 の 差異 は み られ なか っ たく腰瘍増殖阻止率， 30．3 － 35．8％ト ま た pH6．0画分標 品 を投
与した マ ウ ス で は ， 腫瘍部位に L 3 T4 陽性 丁細胞の 著 明 な浸潤が病理組織学的に 認 め られ た． 以上 の 結
果よ り
，
E． leniu m A T C C 25559 株 の Sup－S Cは 抗腫瘍活性 を有 して お り ， 本活性 に は免疫系が関与 し
て い る こ とが 示唆 さ れ た ．
Key w o rd an aer Obe， a nti－tu m O r a Ctivity， Eubacteriu m le ntu m
抗腫瘍物質の 研究 は多岐 に わ た っ て い る ． そ れ ら は
合成化合物と 天然物と に 大別で き ， 種々 の 物 質に 及 ん
でい るが
， 天 然物 の 中 で 最も 古く か ら そ の 抗腫瘍性 に
着目され た もの が微生物 で ある ． 細菌が 作る 毒性物質
を悪性腫瘍 に 対抗 する 薬 と して 利用 す る こ と は ， 人 間
A bbre viation s 二A B C， a Vid in biotinper o xidas e
Cl． botulinu m， Clostridiu m botulin u m E A C，
の 健康 を目指 す研究 を続 けて い る も の に と っ て の ひ と
つ の 課題で あ っ た ．
こ の 微 生 物 の 抗 腫 瘍作 用 に つ い て は ， 1 8 6 8 年
Bu s chり の 丹毒に 躍患し た 肉腫患者が 症 状 の 改善 を み
たと す る報告に 端を発 し ， その 後1898年 に Coley
2，は丹
C O mple xi A F T F， agar－freeT am ai－ Fukuda三
Ehrlich as cites c arcino m aニ E F， ethan ol
fractio nJ E－ le ntu m ， Euba cteriu mle ntu mニ I M， intra m u s c ularニ IP， intraperiton eal芸 IT，
990
毒か ら 分離 した 溶血 性 レ ン サ 球菌 と霊菌 との 混合培養
濾液 で ある 有名 な Coley
，
sto xinを 考案 し ， 多数 の 有効
例 を報告し た ． それ 以降 ， 種々 の 微生 物 の 生菌， 死菌
ある い は菌体成分の 抗腫瘍活性 が検討さ れ ， 国内外 を
問わ ず多数 の研究報告が な さ れ て き た3 卜7j． そ し て 細
菌の 菌体ある い は そ の 構成成分 の あ る も の は ， 生 体 に
と っ て 抗原 と な る ばか り で な く 生物活性 を有 し， 生体
の免疫応答 を賦活化す る こ と が 知 ら れ て く る よ う に




そ の ほ と ん ど は 好気性菌 に 関
す る研究であ り ， 嫌気性菌 に よ る 抗 腫 瘍活性 の 研究
は ， C わ5わ
ー寝由 雄 ， 嫌気性 C叩 叩 商 都 盆 め 仰 の 一 部 に
散見 され る に す ぎな い 8 ト 間
近年 ， 著者の 研究室の 玉 井 ら は ， 口腹癌の 感染病巣
よ り高率 に 分離さ れ る 嫌気性グ ラ ム 陰性菌 F描 0古庄C－
fgわ祝 別 に 着目 し ， その 抗腫瘍活性 の検討を行 い ， 培養
上 清液中に 抗腰瘍活性物質 を見 い 出した ． 更 に そ の 本
体 は細胞壁構成成分で あ る リ ボ 多糖体く1ipopolys a cc－
haride， LP SJ で あ る こ と を 明ら か に した
1 1ト 1 31
． 上 述 の
玉 井ら の研究 に 端 を発 し ， 著者 の研究室 で は 各種 の嫌
気性菌に つ い て抗腫瘍活性 の検討が な さ れ t グ ラ ム 陰
性薗の 沌ゴ7go 彫J血川 ， グ ラ ム 陽性菌の P勿 ね C O C C 鋸5
1引
，
アナ■坤 ね乃 加 cfg rブ祝刑
161が 抗腫 瘍活性 を有 す る こ と が 明
らか に さ れ た ，
著者 は本研究で ， 口腔 内常在菌の 一 種 で ， 嫌気性グ
ラ ム 陽 性 梓 菌 で あ る 成仏 鋸 ね 祓 仰乙 肋 助 川Z 作 ．
Je 邦吉祝研ノ用 に つ い て の 抗腫瘍活性の検討 を行 っ た ．
材料お よ び方法
王 ． 使用 菌株
実験 に は E． le ntu m A T C C 25559株く金沢大学医療
技術短期大学郡山岸高由教授 よ り 分与1 を使 用 した ，
I工
． 使 用培地
前培 養 に は ， 玉 井一福 田 培 地181くTa m ai－ Fukuda
m ediu m， T F培地H ニ ッ ス イ ， 東京1お よ び T F血液
寒天平板培地 く10％血 液 ． 2 ％寒天加 T F培地1 を使
用 した ． ま た 本培養 に は ， 寒 天 を 除 い た T F 培地
くaga r－fre eT F培地 ， A FTF 培地I を用 い た ．
m ． 且 ム釧 細 別 標 晶 の 調 整
1 ． 培養法お よび培養液 の 処 理 法
E． le ntu mA T C C 25559株培養薗液0．5ml を T F培
地 15ml に 植菌 し37
0
C で培養 し た ． 4 8時間培養後 ，
T F血液寒天平板培地 に 1白金耳 を塗 抹 し ， B B Lガ ス
藤
パ ッ ク くBe cto nDick ins on， CcxIkeysville， U S Aンを 恥
て37
0
C ． 48時間嫌気培養後 ， 形成 さ れ て く る 集落を
T F培地 1 5ml に 釣菌 し た ． 37
0
C ． 48時間培養後5ml
を T F培地 100ml に 移植 した ． 37
0
C ． 24時間培養後，
50ml を A F T F培地 1，000mlに 移植 し48時間本培養を
行 っ た ． 本培 養後 ， 無 菌的に 冷却遠心器 RS－201工1くト
ミ ー 精工 ， 東 副 を用 い て 6，500X g ， 20分間遠心し，
培養 上 清液くs upe rn at nt Ofc ultu re， Sup－ Clと沈壇儒
体いこ分離 し た ． さ ら に Sup－C は 異物濾過 フィ ルタ ー
マ イ レ ク ス H Aく孔径 こ0．45JL m lくM i11ipo re Corpora．
tion， Bedford， U S Alを 用 い て 濾過滅菌 し た後， 実験に
供 した ．
2 ． 超 音 波 処 理 菌 体 上 清 液 くS upe rnatant of
S O nic ated c ells， Sup－S Cl と 超音 波 処 理 菌体 沈
くS edim e nt of s onic ated c eus， Sed－S Cl の 調整
本培養後 ， 遠心 し て得 られ た菌体 に 滅菌生理食塩水
を加 え遠心洗浄く6，500xg ， 20分間1 を行っ た． 洗浄菌
体3．2gく湿重卦 に 滅菌生理食塩水 50ml を加 え， 超音
波破砕器 M del U R－20Pく20 氾切 くト ミ ー 精工1 を用い
て 200 W， 30分間超音波処理 を行 っ た ． 超音波処理液
に つ い て
， 先 ず 末破砕 の 細胞 片 を 除 去 す る ため
800Xg， 20分 間遠心 し た ． 次 に 上 清 液 を 遠心 分離機
50－Aく佐久間製作所 ， 東京I に て 10，000X g， 20 分間遠
心 し
，
得 られ た 上 清液 を Sup－S C， 沈 漆を Sed．SC と
して 滅菌生理食塩水 に 懸濁 し実験 に 供 した ．
3 ． Sup
－S Cの エ タ ノ ー ル 画 分 くetha n ol fraction，
E円 の 調整
Sup－S Cに 純 エ タ ノ ー ル を 浪度が60％と なる ように
加 え ， 充分捷拝後 4
0
C下で 一 夜静置 した ． 静置後， 無
菌 的 に 10，000Xg ， 2 0分間遠心 し ， 得ら れ た 沈漆を
E F と して滅菌生理食塩水 に 懸濁 し実験 に 供した ．
4 ． 等電 点沈殿法に よ る 分画
E F 2
． gく湿 重 量1 に 111 5 M燐酸緩衝液 tpH7．Ol
くpho sphate buffe r， P BI50mlを 加 え ， 充分捜拝し溶解
し た 後 10 N H C lを加 えて 溶液の pH を6．0に 調整し
た ． 4
0
C下で 一 夜静置 した 後 10，000xg， 20分間冷却
遠心 を行い ， 得 られ た 沈濃く湿 重 量 1．2glを p王16．0画
分と して P Bに 懸濁 し て実験 に 供 し た ． 分離し た遠心
上 清液 に ， 更 に 10 N H Cl を加 え pH4．0 と なるように
調整 し た ． 擾 拝後 4 0Cに 一 夜静 置し ， 再度1 0，000xg．
20分 間遠心 し ， 得 ら れ た 沈溶く湿 重量 0．7gl をpH
4 ．0画分 と し て P Bに 懸濁 し て実験 に 供 した ． 同様に
intratu m orali LPS， 1ipopolys ac charideニ M eth A， M eth A fibr os ar C O m a三 PB， phosp
hate
buffe rニ S－180， Sarc o m a180i Sed
－SC， S ed in1e nt Of so nic ated cellsニ Sup
－C， S upe rnatant Of
c ultureiSup－SC， Supe m atant Of s o nic ated c ellsi T F， Ta m ai
－Fukuda
Euba cteriu m の 抗腫瘍活性
pH4■0画分 を得 た後 の 分離 し た遠心 上 清液に 更に 10 N
HCl を加え て pH2．0に 調整 した ． 横枠後 4
0
Cに 一 夜静
置し， 10， 00Xg， 20分間遠心 し ， 得ら れ た 沈溶く湿 重
量0．2glを pH 2，0画分と して P Bに 懸濁 し て 実験 に 供
した ．
また必要に 応 じ pH 6．0画分 を凍結乾燥 し ， 使 用 時
PB に懸濁し実験 に 供 した ，
pH6．0画分の 抗腫瘍活性の熱安定性 の 検討 は ， pH
6．0画分を100
0
C， 10分 間加熱す る こ と に よ り 行 っ た ■
N ． 実験動物
日本チ ャ ー ル ズ ． リ バ
ー 株式会社 く厚木1 か ら 購 入
私 署者の 研究室 の 動物飼育室 で環 境馴化の た めに ，
あらか じめ 1週間飼育 した 5週齢の 1C R系 マ ウ ス く体
重20－ 26gl， 5適齢の B A LBIc 系 マ ウ ス く体重20－ 22
gさを実験 に供 し た ■ な お 餌と 水は マ ウ ス が自 由に 摂取
できるよ う に した ．
V ． 腫瘍細胞 の 調整
著者の 研究室 で 継代培養 して い る エ ー ル リ ッ ヒ腹水
癌細胞くE hrlich as cite s c a rcin o m a c ells， E AC 細胞L
サル コ ー マ1 80細胞くSarc om a180c els，S－1 80細胞1お
よ び メ ス A 細胞 くMeth A fibrosa rc o m a c ells， M eth
A 細胞I を用 い た
1別
．
EAC 細胞 お よ び S－180細胞 は IC R系 マ ウ ス の 腹腔
内， Meth A細胞 は B A L BJIc 系 マ ウ ス の 腹腔内で 7 日
日ごとに 継代培養し た ． 実験 に 際 して ， マ ウ ス 腹腔内
で7 日間培養 した 各腫瘍細胞 く腹水さ を無菌的 に 採取
した． 採取後， チ ュ ル ク型 白血 球計算盤 くエ ル マ 光学 ，
東刹 で白血 球算定基準 抑 に した が っ て 細 胞数 を算定
し ， 適量の 滅菌生理食塩水を加 え ， 5x lO7個ノmlの 細
胞浮遊液 を作製 し各実験に 供し た ．
VI． 担痛 マ ウス の 作製法
マ ウ ス の 背部 を 動物 用電動 バ リ カ ン ． ア ニ マ ル ク
リ ッ パ ー Md e1900く大東電気， 東京1 で 剃毛 し ， ヒ ビ
テ ン ア ル コ ー ル 液 で 消 毒後 ， 皮 下 に 適 量 の 細 胞敷
く5xlO
7個ノmD に 調整 し た細胞浮遊液 0．2ml を 移植 し
担痛マ ウ ス と し た ， こ の 際 E A C細胞 ， S－180 細胞 に
IC R系マ ウ ス を ， Meth A細胞に は B A L Bノノc 系 マ ウ
スを用 い た ．
用 ． 抗腫 瘍活性 の 判定
マ ウ ス の 背部皮下 に 各腫 瘍細胞 を移植後 ， 48時間後
より 1日 1 回
，
9 日 間連続 し て マ ウ ス の 前 肢筋肉内
伽tra mu scularJMl一に それ ぞ れ の 被験標品の 0．21nl を
注射し ， 抗腫瘍活性を検討 し た ． ま た pH 6．0画分 に つ
いて は
， 更に 腹腔内くintraperito n e al，I Plお よ び腫 瘍内
伽tratu m o ral，I Tl投与 を合わ せ て 行 っ た ， 対照群 に は
滅菌生理 食塩水 ， あ る い は P B を同量 注射 し た ．
991
1 ． 腫瘍 重量 に よ る判定
腫瘍細胞移植後， 背部 に 形成 した 固型 腫瘍 の 重量 を
一 定期間毎に 測定 した ． 腫瘍重量 は
腫瘍重量くglこ 腫瘍長径くc叫 X仁腫瘍短径くc叫コ
2ノ2
の 計算式 に よ り求め た
21j
．
標 品投与群く処置群1 の 平均腫瘍重 量 と 対照群 の 平
均腫瘍重量 を比 較 し て ， 腫瘍増殖阻止率 を算定 し ， 阻
止 率が30％以 上 の 場合 ， そ の標品 に 対 して 腰癌が 感受
性あ り と し た ． 判定 の 最終 日 は20あ る い は25日 と し
た ． 腫瘍増殖阻止率 の 計算式を以 下 に 示 した22I．
腫瘍増殖阻止 率く％1ニ 亡1 － し処置群の平均腫瘍重量ノ
対照群 の 平均腫瘍重量刃 X lOO
2 ． 生存 期間に よ る判定
生存期間の 測定は60日 間と し， 腫瘍細胞を移植 し た
日 よ り以 後の マ ウ ス の 生存 日数に よ り抗腫瘍効果 を判
定する こ と と した ． この 際処置群 の 平均生存 日数くTl
と対照群 の 平均生存日 数くCン の 比 ， す な わ ち くTノ
CIxlOO く％1 に よ っ て抗腫 瘍効果 を判定 した21I．
Y軋 蛋 白質 の 定量
蛋白質の 定量 は Bio．Rad 法231L こし たが っ て 行 っ た ．
旺 ． 病理 組識学的検討
1 ． へ マ ト キ シ リ ン T エ オ ジン 染色
摘出し た腫瘍組織標本を10％ホ ル マ リ ン に て固定
し ， パ ラ フ ィ ン切片 を作製し ， 常法 24Iに した が い へ マ
ト キ シ リ ンー エ オ ジ ン 染色 を行 っ た後 ， 光学顕微鏡下
で 観察し た ．
2 ． 免疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ染色
特異性お よ び 感受 性 に 優れ た avid in biotin peroxid－
a s e c o mple xくA B Cl 法に よ り 行っ た
251
，
摘出し た 腫 瘍組織標本 を O T Cコ ン パ ウ ン ド くル1iles
Labo rato rie s， h dia n a， U S AJ で 包埋 後 ， ド ラ イ ア イ ス
ーア セ ト ン で瞬時に 凍結し ． ク リ オ ス タ ッ ト Tiss u e－
Tekくマ イ ル ス ． 三 共 ． 東京I で 薄切 t 6ノJ nl の 連続切
片1し た凍結切 片を作製し た ． 第 1次抗体とし て 100倍
希釈し た抗 マ ウ ス L舛2 モ ノ クロ ー ナ ル 抗 体 tラ ッ ト
IgG2 。抗体H Ser a．Lab， Cr a wleydow nSu ss e x， U KJ， 抗
マ ウ ス L 3T4 モ ノ クロ ー ナ ル 抗体1 ラ ッ ト 工gしi2．， 抗
体HSe ra．Labl と30分間室温 で 反応さ せ た ． 次 し一 で 第
2 次抗体と し て 100倍希釈 の ヤ ギ抗 ラ ッ ト kG 抗体
くAffinipu reGo at a nti Rat－IgGlりackso nIm m u n o re s．
e a rch Labor atories， W eStBaltim or e，U S Al と30分 間室
温で 反 応 さ せ た ． 更 に A B C試薬 ベ ク タ ス テ イ ン
くVe cto rLabo r ato rie s． Bu rlinga m e， Ca n adal と30分 反
応させ た後 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ基 質溶液で 発 色さ せ た ．
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そ の 後， 光学頗微鏡下 で 観察し た －
X ． 統 計学的検定法
2群の 腫瘍重量 の 平 均値 の 差 の 検 定 に は ， t 検 定
を ． ま た 2群 の 生存率 の 差 の 検定 に は
一 般 化 W ilc o－
x o n検定を行 っ た ． な お 危険率 5％以下 を有意 と判定
した ．
成 績
壬 ． E二 ね捌 血桝 A T C C 25559株の 培養菌液の 上 溝液
およ び菌体 の 抗腫瘍活性
E． lentu m A T C C 25559株 の 抗腫瘍活性 が菌 の ど の
部分 に 由来す る か を求め る た め ， 培 養菌液 tl，000mり
を培養上帝液 くSup－Cl， 菌体 を超音波処 理 し た 後 の 上
浦液くSup－S Clく50ml と沈漆くSed－S Cいこ分 け E A C細
胞お よ び S－180細胞 の 担癌 マ ウ ス に 投与 す る こ と に よ
り
，
そ の抗腰痛活性 を比較検討 し た ． こ の 際 Sup－S C
は 50ml の滅菌生理食塩水をカロえ合計 100ml と し， ま
た Sed－S C は Sup－S C の 実 験 に 対応 す る よ う に
100ml の 滅菌生理食塩水に 懸濁 し た ． 各実験 に は 1群
10 匹の マ ウ ス を使用 し た ．
1 ． 腫瘍重 量 に よ る判定
は じめ に 腫瘍重量 を測定す る こ と に よ り抗腫瘍活性
を検討 した く表 11．
EA C細胞移植実験で は ， 対照群 と処置群くSup
－C投
与猟 Sup－S C投与猟 Sed－S C投 与糾 問の 腫瘍重量
Tablel． Antitu m o ra ctivity of E．le ntu m
の 差異 は15 日 頃よ り認 めら れ は じめ た ． そ の 後， 経
口的 に その 差異 は顕著 と な り ， 2 5 日目 の 観察で は，
Sup－S C投 与群 に お い て は平均腫瘍重 量 が4 －5g に すぎ
ず
，
対照群 の 平均腫瘍重量 と較 べ る と ト 腫 瘍増殖阻止
率は43．1％で あ り 腰 瘍重 量の 有意 な抑制くpく0．01I が
み られ た ． し か しな が ら ． Sup
－C， Sed－S C投与群では
25日目 に お け る平均腫瘍重量 は各々 7．Og ． 6．Og， 腫瘍
増殖阻止率 は各々 11．4％ ． 24 ．1％ に す ぎず 腫瘍重量の
有意 な抑制は認め ら れ な か っ た ．
S －180細胞移植実験 で は ， 25日目 の 観察 での 平均腫
瘍重量 は対照群4．4g， 処 置群 3－2－4，4g く腫 瘍増殖阻
止率 ， 4 ．6 － 27．3％1 で あ り ， い ずれ も 明 らか な腫瘍重
量 の 抑制 は認 め ら れ な か っ た 一
2 ． 生存 日 数に よ る判定
次 に 生存率 を測定す る こ と に よ り ． 抗腫瘍活性を検
討 した く表2ナ．
E A C細胞移植実験で は ， 対照 群 は51 日 ま で にす
べ て腫瘍死 し た ． ま た Sup－C 投与群で は5 3 日目まで
に ， Sed－S C投与群 で は52日目 ま で に す べ ての マ ウ ス
は腫 瘍死 し た ． こ れ に 対 し Sup－S C投与群で は ， 生存
日 数 は長く ． 被験10匹 中2 匹 は6 0 日間以上 生存し， 平
均生存 日数 は49．5日以 上 ， TノC は135．9％以上 で 延命
効果くpく0．0引 が 認め ら れ た ，
S －180細胞移植実験 で は ， 対照 群 は51 日目まで にす
べ て 腫瘍 死 した ． ま た Sup－C 投与群 で は59日目まで
A T C C 25559prepar atio n s ニ effect o nthe








































alE A C， E hrlich a scites carcin om aニS
－180， Sa r cpm a180．
blA O．2－ ml v olu m e of tu m o r c ell su spe n slO n く1xlO
7
c ellsI w asino c ulated
s ubc uta n eou sly into the ba ck of a m o u s e． Intr
a m us c ularinje ctio n of O－2－ ml
v olu m of e a ch pr epar atio ninto afo releg w a sbega n2 days after
thein o c ulatio n
and the nperforrn ed o nc e aday du ring 9 day
s－ Sup－C， S uPernata nt Of c ultur e ニ
supNS C， S uPer n at nt Of s o nic ated c e－1sニS
edTS C， S edim e nt of s o nic ated c ells．
cIEv alu atio n w asperfor m ed 25 days afterthein o c ulatio noftu m or c ells in
mic e－
dlくト M e a ntu mo r w eight oftr e ated gr o upノm e a ntu m or w eight of c o ntrol gr o upI
X1 00．
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Euba cteriu m の 抗腫瘍活性
に， Sed
－S C投与群で も59 日目ま で に す べ て の マ ウ ス
が腫瘍死した ． こ れ に 対 し Sup
－S C投与群 で は被験10
匹中2匹が60 日間以 上 生 存 し ， 平 均生存 日数は49．7 日
以上 TIC は128－7％以 上 を示 し ， E A C細胞同様 延命
効果くpく0． 岬 が 認 め られ た t
以上 の結果 ． E． le ntu m ATC C255 59株 の Sup
－
scに は 抗腫瘍活性物質が存在 す る こ と が 示 唆 さ れ
た ． ま た ， こ の Sup
．S Cの 蛋 白 質 を 測定 し た 結 果
1，65紬 gノml で あ っ た 一
II． E． le ntu m A T C C 25559株 の Sup．S C の エ タ
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ノ ー ル 画分 の 抗腫瘍活性
抗 腫 瘍活性物質 の 本態 を明 ら か に す る た め ，
Sup．S Cに エ タ ノ
ー ル を最終濃度 が60％に な る様加 え
溶媒抽出 し た エ タ ノ ー ル 画分 くE Fl の 抗腫 瘍活性 を
E A C細胞 ， S－180細胞お よ び 同系の Meth A細胞に
つ い て検討 し た ． こ の 際本画分2．2gく湿重 量1 は滅菌
生理食塩水 50ml に 懸濁 した ． こ の と き の 蛋白濃度 は
543ノJ gノml で あ っ た ． 各実験に は 1群20 匹の マ ウ ス を
使用 した ．
1 ． 腫 瘍重量 に よ る判定
Table2． Antitu m o r a ctivity of E．leniu m A T C C 25559pr epar ations ニ effect o n the
s urviv al oftu m o 卜be aring mic ein tw odiffer e nt tu m o rcells
Tu m or c ell
lI Prepar atio n
in o c ulated inje ctedbl
Number Me a n Nu mber
of s ur マNal of TノCく瑚dl
mic e u sed days
CI s ur vIV OrS































































aJ，blSe efo otn ote s al，blof Table l．
CIEv alu atio nya sperfor m ed 60 days afterin o c ulatio n oftu m or c ells in mic e．
dlくM e a n s ur vIV al days oftr e ated gr oupノm e a n s ur viv al days of c o ntrolgr o upI xlOO．
ヰ
pく0．05， C O mPar ed with c o ntr ol by ge n er aliz ed W ilc o x o nte st．
Table3． Antitu m or a ctivity of 60 ％etha n ol fractio nくE Fl of Sup－S Cprepa red
fr。m E．lentu m A T C C 25559こ effe ct o n the tu rn o r w eights of tu m o r－be aring





E A C E F
Salin eくc o ntr ol
S－180 E F
S alin eくc o ntr ol






















alE A C， E hrlich as cite s c ar cin o m aニ S－180， Sar c o m a180ニ M eth A， Meth A
fibr os ar c o m a．
blSe efo otn ote sblof Table l．
c，Ev alu atio n w a sperfo r甲ed 25， 250 r 20 days after the in o c ulatio n of E A C，
S－1 800rMeth Ac ells ln mic e， reSpe Ctively．
dlSe e fo otn ote sdlof Table l．
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E A C細胞移植実験 で は ， 移植10日日頃よ り 対照 群
との 間の 腫瘍重量の 差異が現れ は じ めた ． 25 日目の 平
均腫 瘍重量 は対照群 の 6．3g に 対 し ， E F投与群 で は
3．4g に す ぎず 腫瘍増殖阻 止率 は46－ 1％で あ り ， 高 い
抑制率くpく0．0い が 認 め られ た く表 3ト
S－1 80細胞移植実験 で も10 日 頃よ り対照群 と の 間
の 腫瘍重量 の差異が現れ は じ め ， 2 5 日目 の 観察で は ，
対照群の 平 均腫瘍重量 5．3g に 対し ， E F投与群 は3－2
g に す ぎず腫瘍増殖阻止率は3 9．7％で あ り 有意差くpく
0．01 が み られ た ．
Metb A細胞移植実験 で は ， 20日 目の 平 均腫瘍重
量 は対照群3．2g． E F投与群 1．8g で あ り ， E F投与群
に お ける 腫瘍増殖阻止率は43．8％ で あ り先と 同様 ． 有
意 くpく0．01I な腫 瘍重量 の 抑制 が認め ら れ た ．
2 ． 生存日 数に よ る判定
E F標品を投与 した 場合 ， E A C， S－180， Meth A細胞
い ずれ の 細胞移植実験 に お い て も 明ら か な延 命効果が
認め ら れ た ． 即 ち ， E A C， S ，180， Meth A細 胞担癌 マ
ウ ス く各20 匹1 に E F標晶 を投与 した 時 ， 60 日 以上 生存
した マ ウ ス は各々 4 ， 3 ， 4 匹 で あ り ． か つ TノC も
139．6％以 上 ， 136．9％以 上 ， 136．7％以 上 で あ り ， 対照
群と 較 べ た時有意くpく0．01 な延命 が認 め ら れ た く表
り ．
以 上 の 結 果 ， E F は， E AC 細胞 ， S－180細 胞 ，
M eth A細胞 の 3種の 腫瘍群 に 対 し抗腫 瘍活性 を有す
る こ とが 分か っ た ．
m ． 等電点沈殿法 に よ る 抽 出物質 の 抗腫瘍活性
E
．
le ntu m A T C C 25559株 E F よ り等電点沈殿法で
抗腫瘍活性物質の 抽出を行 い ， p王セ ．0， pH4 ．0 ， pE6．0
の 各画 分に つ い て 抗腫瘍清性 を検討し た ． 本 実験 も先
の 実験 と同様 EAC 細胞 ， S－180細胞 お よ び Meth
藤
A 細胞 に つ い て行 っ た ． ニ の 際各画 分 は P B25 血に
懸濁 した － ニ の 時の 蛋白濃度 は pfゼ．0 画 分が11月gノ
ml
， pH4 ．0画分が410JL glml， pH 6．0 画分 が264pgl
ml で あっ た ．
1 ． 腫瘍重 量に よ る 判定
E A C細胞移植実験 で は ， 20 日目の 平均腫瘍重量は
対照群 で は3．9g ， pH 2．0， pH4 ．0画分投与群で は各々
3．6g ， 2 ．9g で あ り ， 腫 瘍増殖阻止 率 は各 々7．7％，
25．7 ％に す ぎず 対照群 に 対 し 有意差 は な か っ た 俵
5 卜 しか し なが ら pH 6．0画分投与群で は ， 平均腫瘍
重量 は 1 ．8g に す ぎず ， 腫瘍増殖阻 止 率は53．9％に及
び 有意 くpく0．0い な腫瘍重 量 の 抑制が み られ た，
S．180細胞移植実験 に お い て は ， E A C細胞の 場合と
同様 ， 20日 目の 観 察 で は ， 対照 群の 平 均腫瘍重量は
5．3g ， p壬ゼ ． 0， pH4．0画分投与群の 平均腫瘍重量は
各々 4．4g， 4 ，6g で あ り ， 腫瘍増殖阻 止率 は17．0％．
13．3％ に す ぎず対照群 に 対 し有意差 は認め られ なか っ
た ． し か し なが ら ， pH6．0画分投与群 で は腫瘍重量は
2．2g に す ぎ ず ， 腫瘍増殖阻止率 は58－5％で あり前者
と同 じ く腫瘍増殖 の 抑制 くpく0．0 い がみ ら れた ．
M eth A細胞移植実験で も pH 2．0， PH 4．0画分投与
群 は対照群 と ほ ぼ 同程度の 腫瘍増殖 を示 し ， 20日目の
腫瘍増殖阻止率は各々4．6％ ， － 4．5％で あ り対照群に
対 し有意差は認め ら れ な か っ た ． pH 6．0画分投与群で
は ， 腫瘍重 量 は 2．7g ， 阻止 率は39．0％で あ り有意くpく
0．01 な 抑制が み られ た ．
2 ． 生 存 日数 に よ る判定
E A C細胞移植実験 で は ， PH6．0画 分投与群で 明ら
か な延命効果が認 め られ ， 移植後60 日目 で 5 匹の マウ
ス が 生 存 し て お り ， TノC は135．3％以 上 で あ り対照群
に 対 し有意くpく0 川1 な差異が認め ら れ た く表6 ト
Table4． Antitu m or acti vity of 60 ％etha n ol fr actio nくE Fl of Sup
－S CprヲPar ed fro m
E．le ntu m A TC C 255 9こ effe ct o n the s urviv al of tu m or－be aring m lC ein thr e e
different tu m o r c ells
Tu m or c ell
さI Pr epa r atio n
in o c ulated inje ctedbl
Nu mbe r Me a n Nu mber




mic e u s ed days
CI s ur vI V Or S
E A C E F
Salin eくc o ntr ol
S－180 E F
Salin eくc o ntr ol
Metb A E F
































al， blSe efo otn ote s al， bl of Table 3J
cl， dlSe efo otn ote s cl． dl of Table 2．
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pく0－01， C O mpa red with c o ntrol by generalis ed W ilc o x o ntest
．
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Table5． Antitu m or a ctivity of fr a ctio n s obtain ed at different pH v alu es of E F
prepar ed fr o m E ．lc ntu m A T C C 25559ニ effe ct o n the
turn or w eights of
tu m o r－be aring mic ein thre ediffer e nt tu m or c ells
Pr epa ratio n
Tu m。r C ell
Al inje cted
bI




mic e u s ed
Tu m orw eight
亡1 Inhibitio n現
くm e a n士S D，gl r atioく％1




S－1 80 pH 2．O
pH 4．O
pH 6．O
Salin eくco ntr ol
Meth A pH 2．O
PH 4．O
pH 6．O




























alSe efo otnote s al of Table 3．
blSe efo otn ote sbl of Tablel． Ea ch fr a ctio n w as obtain ed by is o el ctric point
pr e cipitatio n of etha n ol fr a ctio n．
cIEvalu atio n w a spe rfo r m ed 20 days afterthe in o c ulatio n of tu m or c ells in
dlSeefo otn ote sdlof Tablel．
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pく0．05， C O mpar ed with c o ntr ol by Stude nt
，
s トte st．
Table6． Antitu m o r a ctivity of fr a ctio n s obtain ed at differe nt pH v alues of E F
prepar ed fr o mE．le ntu m A TC C 25559こ effe ct o nthe s ur vi al of tu mor
－be aring mic e
in thre ediffer e nttu m o r c ells
Prepa ratio n
Tu m or c ell
且7 1nje cted
bI
in o c ulated Fra ctio n obtain ed
at pH of
Nu mber Mea n Nu mbe r
of s u r vi al of TノCく％ldl
mic e u sed days
eI
s u rv IV Or S
E A C pH 2．O
pH 4．O
pH 6，0
Salin eくc o ntrol1 15
S－1 80 pH 2．0 15
pH 4．0 15
pH 6．0 15
Salin eくc o ntr ol1 15
Meth A pH 2．0 15
pH 4．0 15
pH 6．0 15

























































































al， blSe efo otn otes al， blof Table 5．
Cl， dISe efo otn otes cl， dlof Table 2．
．
pく0．01． c o mpa，r ed with c ontr olby ge n er alis ed W ilc o x o nte st－
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S－1 鋸巨細胞 ， Meth A 細 胞 移植実験 に お い て も
E A C細胞 の場合 と同様 ， pH6．0画 分投与群 に お い て
の み 高い 延命効果が認 め ら れ た ． pH6，0画分 を投与 し
た S－1 80細胞 ， Meth A細胞担癌 マ ウ ス に お い て
，
各々 5 ， 4 匹 の生存 マ ウ ス が存 在 し ， TノC は13 9．4％
以上， 132．2％以上 で あ り い ず れ も 対照群 に 較 べ 有意
くpく0．01う な差異 が認 め ら れ た ．
以上 の結果 ， pH6．0 で抽出 され た物質が抗腰瘍活性
を持つ こ と が 分か っ た ．
IV． pH 6．0画分 の 用 量 一 反 応関係
pH 6－0画 分標 品 を凍結乾燥 し ， 濃度 を 3． 5m glml
く1 15FL g 蛋白ImlI， 7．5m gJ
，
mlく24 7JL g 蛋白II ml ．
15．Om glmlく495JL g 蛋白ノml， 2 2．5mglmlく742Jj g 蛋
白ノml の 4 段階に 分 け ， 用 量 一 反応 関係 の検討 を行 っ
た ． 本実験 に は Meth A細胞 を用 い ， 1群15匹 の マ ウ
ス を使用 し た ．
1 ． 腫瘍重 量 に よ る 判定
標晶投与期間中く投与 3 日勺 投与 7 別 に 22．5m gノ
ml 濃度投与群は急激 な全身の 衰弱を 示 し
，
す べ て の
マ ウ ス が 巣死 した ．
25日目 の平均腫瘍重量は ， 対照群が 4．8g， 3 ．5m gノ
ml 濃 度投与群 で は 4．2g で あ り腫瘍増殖阻 止 率 は
12■5％ に す ぎず対照群 に 対 し 有意差 は な か っ た く乗
り ． しか し な が ら ， 7．5m glml お よ び 15．Om glml濃
度投与群で は平均腫瘍重量 が各 々 3．2g， 2 ．6g ， 腫瘍増
殖阻止率 は各々 33．4％， 4 5．9％ で あ り有意 くpく 0．0り
な腫瘍重量の抑制が み ら れ た ．
2 ． 生存 日数 に よ る 判定
腫瘍重量の結果と同様 7．5m gノml お よ び 15．Om gノ
ml濃度投与群 で は明 らか な延命効果 が認 め ら れ ， 移
藤
植後60日 目で 各々 1 匹 － 3 匹 の マ ウ ス が 生存し てお
り ， TノC は 各々131．9％以上 ， 136■7％以 上 で あり
， 対
照群 に 較べ 有意くpく0．01， pく0－0引 な 差異が認めら
れ た く図11．
以 上 の 結乳 pH6．0画分標品 は マ ウ ス あ た り 7 ふ
15－ Om gノmlく247－495メ g 蛋白ノ叫 の濃度で高い抗腫瘍
活性 を 示 す こ と が 分か っ た ．
V ■ p王王6．0画分 標 晶 の 投与経路別 に み た抗腫瘍活性
p王i6－0 画 分標品 の 抗腫瘍活性が投与経路の 差異によ
町軋111v l． t
10 20 30 40 50 60
D ays afte r su bc uta n eo u sjn o c ulatio n of Meth Ac eFIs
Fig－ 1． Su rviv alof mic e with s olidtype tu mor of
Meth Ac ells by the intr am u SC ula rinje ction of
the pH 6．O fra ctio n fr o m E． le ntu m A TC C
25559－ A O．2－ ml v olu m e oftu mor c ells u spe ns．
io nく1 x lO7c ensI w a sino c ulated s ubcutan eo u．
Sly into the back of a m o u se． Injection of a
O
．
2－ ml volu m e of e a ch prepa ratio n w asbegan2
days afte rthe in cにulatio n and the n pe rform ed
OnC e aday du ring 9 days into afo releg． Con－
C entratio n ofthe pH 6．O fra ctio n こ0， 22．5 mgl
miこ ■ ， 15．O m gl mlニ A ， 7．5 m glmii A ， 3．5
m gl mlニ ロ ， P Bくc ontr ol ．
＋
pく 0．01， C O mpared
with c o ntr ol by ge neralis ed W ilc ox o ntest．
． ＋
pく0．05， C O mp ar ed with c ontrolby ge n eralised
W ilc o x o nte st．
Table7－ Antitu m or a ctivity of E－le ntu m A T C C 25559pr epar ati－
On S こ effect o n the tu m or w eights of tu m o r－be aring mic e with
the s olidtype tu m o r of Meth A c ells
Co n c e ntr atio n Nu mber
Of pH 6．O fr a ction of
inje ctedくm gノml－I mic e u s ed
Tu m or w eightbJ Inhibitio nCl




















alSe efo otn ote sbIof Table l．
blEv alu ation w a s
．
perfo r m ed 20 days after the in o c ulatio n of
tu m o r c ellsin m lC e．
CISee fo otn ote sdlof Table l．
ヰ
pく0．01， C O mPa red with c o ntrol by stude nt
，
s t－teSt．
Euba cteriu m の 抗腰瘍活性
り変化が ある か を検討 し た ． 投与経路 は従来通 り の 前
肢の筋肉内 田仇 直接腫瘍内 へ の 局所注射くm お よ
び腹腔内くIPlの 3経路 につ い て検討 し た ． pH 6．0画分
の投与量は用量
一 反応 関係 の結果 に 基 づ き 蛋 白濃度
370JLglmlに 調整 した 一 腰癌細胞 は M eth A細胞を使
用し， 1群10匹の マ ウ ス を使用 した 一
肌 m 貯 投与群の20 日目の 平均腫瘍重量 は各 々
7．6g，7．6g， 7 ．Og， 腫 瘍増殖阻止率 は各 々 30．3％ ，
30．3％， 35．8％であ り共 に 対照群 に 較 べ 有 意薫 くpく
0． 脚 を認 めた く表 8卜 しか し なが ら ， 最も 腫瘍増殖
阻止率の 高い 工P 投与群 と他の群と の 間に 有 意差 は み
られなか っ た ． ま た生存 日数 に お い て も 同様 な結果で
あっ た ．
この こと よ り E le ntu m A T C C 2555 9株 E F， pH
6．0画分標晶 は M ，ITお よ び 工P い ずれ の 投与経路に
ぉ い ても抗腫瘍活性 を発現 しう る こ とが 分か っ た ．
軋 pH 6．0画分棲晶 の 抗腫瘍活性 の 熟安定性
100
O
C lO分加熱 pH 6．0画分く蛋白濃度 ， 37 0FL glml
の 抗腫瘍活性 を Meth A細胞担癌 マ ウ ス 10匹 を 用 い て
検討した ． 20日目の 腰瘍重畳1－Og， ま た 平均生存 日数
は52．6 日で あ り， 非力口熱 pI髄．0 画分投与群 く腫瘍重
軋 1．2g， 平均生存目数 ， 55．1別 に 較 べ 有 意差が認
められ なか っ た ．
用 ． 病理 組織学的所見
Meth A細胞担癌 マ ウ ス に 対 し ， 腫瘍細胞接種後 2
日目から E F のp王軋 0画分標品 の 投与 を行い ， 投与 7
日目に 腫瘍組織を摘出し ， 病理 組識学的に 検討し た ．
対照群で は ， 類 円形核 を有す る 多形腫瘍細胞が髄様
に増殖し， 大小 不 同， 多数 の核分裂像が み ら れ た ■ ま
た， 小 さな壊死巣 をみ る も リ ン パ 球等の 炎 症細胞浸潤
は認めなか っ た ． こ れ に 対し ， 標品投与群 で は ， 腫瘍
組織内およ び そ の 周 囲 に 著 明 な リ ン パ 球 の 浸 潤 を 認
め， 問質に 対す る 腫瘍細胞 の 面積は 明 ら か に 小 さ く
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な っ てい る 所見 が み られ た く図21．
更 に 免疫染色 の 結軋 標品投与群の腫瘍組織 に 浸潤
し た リ ン パ 球の 大多数は L 3 T4陽性 丁細胞 であ る こ と
が 分か っ た く図 31．
考 察
細菌に よ る抗腫瘍活性 に つ い て の 研究 は古く ， 1868
年の Bu schり に 始ま り ， 感染症の 中で も丹毒す な わ ち
5オrゆ 加 O C C 補わノOgg乃g5の感染の 合併が肉腰患者の 腫
瘍 の締少と関連 す る こ と が報告され た ． 更 に こ こ か ら
発展し た Coley
，
s to xin2，が考案さ れ ， 腫瘍患者の 治療
が試み られ た ． こ の こ と は 現在 の 免疫療法の 基礎 に
な っ た と言わ れ て お り ， 以 来種々 の 研究が報告され て
い る ． 特 に Reh ha由 ら
28， は小児白血病患者と感染症
に 着目し ， 自然治癒 した も の の 75％が急性感染症 の後
に 起 こ っ て い る と 報告し て い る ． 更 に 現 在 ま で に
B C G， 5わ■砂 細 川 作 肌 ， 大腸菌等数多く の 研究 が な さ
れ ， その 内の 何種類 か は現在臨床治療に つ か わ れ て い
る 乃2 乃 瑚 ． こ れ ら は い ずれ も好気性薗に 関す る も の で
あり ， 嫌気性菌 に 関する 研究 は C わざfrブd才び研
819，
， 嫌 気
性 C 叩 眠 ゐ戊C才g rオび椚
10I珊 等 に つ い て 報告 さ れ て い る
だけ で比較的少 ない ．
口 腔 に は ， 封 呵 軌 肌 肌 闇 ， 見切物 故 仰 化 粧
L 汀 ねね わ招吼 C叩 川 壷 山 都 加吼 印 舛 血 拘 抽 肌 肌 閑
職 ぬ 削 れ ．励 溺 れ 粛 乳 ＋ 陣 鮎 m 吼 ．肋 油 粕 肌 朋
凸 噌 如 繭 紆 如 血 玖 ダ 跡 地 山 都 加 吼 励 壷 両 面 如 等
多種類の 細菌が常在菌と して 存在 し てい る ． ま た嫌気
性培養技術の 進歩に よ り ， 口 腔内炎症性疾患か ら の 嫌
気性菌 の 分離率 は高ま っ て お り， 玉井
誠一 に よ れ ば 口 腔
内感染症 の44％ に 嫌気性菌の 感染が認 め られ ， ま た歯
性上 顎洞炎か ら の 分 離菌で は40．9％が嫌気性薗で 占め
られ
，
そ の 内訳 は ， 楠才抽 彫 放 く19．5％1， P坤 加 OC C一
三イ5く8．2％1， PeカねSナr研 OC OC CZイSく4 ．3ラ， Pro〆口招 加 cナビ一
Table8． Inje ctio n r o ute a nd a ntitu m or a ctivity ofpH 6－O fr a ctio n
prepar ed fro m E．le ntu m AT C C 25559 in tu m o トbe aring mic e





mic e u s ed
Tu m or w eightbI Inhibition
亡I











































alI M， intr a m u s c ula rJT， intr atu m or aliIP，intr ape rito n e al．
bl， CISe efo otn otesbl， Clof Table 7．
＋




B － 1 B － 2
Fig．2． Hystologicalphotomicrographs oftu m o r of Meth A c ells in mic e o n s u c c e s siv e7 days inje ction
Of pH 6－O fra ctio n prepa r ed fro m E． le ntu m A TC C255 59くHe m atoxylin 8z Eo sin sta叫 ． A－1二 Tu m or
witho ut therap y． The reis s olidn e st oftu m o r cells inthe dermis to s ubc utan e O u Stis su e． L ym Ph亡XIytic
in filtr atio nis n ot fo u ndくX1 861． A －2ニ m ghe r m agnific ation of a portion of A－1． Polyhedraltu m or c elk3
have ovaln u clei， prO mine nt n u cle olia nd m a ny mito sis are s ee nくX3721． B．1こ Tu m o r aftertherap y．
T here is m arked lym Pho cytic in filtratio n with inor ar o u nd the tu m orくX1 861． B－2二 Highe r m agnific ation
Of a portio n of B－1 show ing oftu m o r cellsくX3721．
A B




T c e11s intu m o r of the s am eprepar ation a s sho w n o nFig． 2．
くIm m u n ostain by A BC m ethcd， X37 21． Aこ M any Of the lym phccYte S Sho w po sitiv e stain ing for
m o n o clonal a nti－L 3T4＋ aJltibody which is c o n side red to re c ogniz e helpe rJ
lin du c e rT c ells． B二 No
lym pho cyte s sho w po sitive stain ingfo r m on o cl n al anti．Lyt2
十
a ntibcxly．
Euba cterium の 抗腫瘍惰性
打保研 く2－7％－1 E鋸 如 よeわ祝研 く2 －7％1， 戯 け 如
才ぬ
く1．2％1，Ac 助 郷 射
1．2％1， 卿 ゐ占戊Cggrオ祝 須 1．2％ナ
とい う成績が 報告 され て い る
珊
．
更に 歯石 から の 分離 で も そ の 4 7％が 嫌気性菌 で ，
据 わ据 肋 く9．7％1， 助 占戊どよgr才祝 研 く8．0％1， 助 c才綱 ブd
－




ま た， こ れ ら 口 腔内感染症 の 手術時 に 偶発 す る薗血
症での 菌分離で は グ ラ ム 陽性菌の 分離が 高く ， 好気性
菌群で は エ戊Cわぁ戊C 肋 5， Sん神 妙 わc o c 叫 Sけ砂メロc ロー
c 彿 C叩 加 加 血 血 町 嫌 気 性 菌群 に お い て は
蝕 加 励 加 ち P卿 加 肌 閑 ． 凸 砂 加 地 血 戒 間
物 肋 雁 他 の 順で 分離率 が高 い ． そ の 中 で も 特 に




従前， 著者 の研究室 で は 口腔内よ り分離 し た嫌気性
菌の抗腫瘍活性 に つ い て の 検討 を行 っ て お り ， 1981年
玉井は 釣 肌 血 畑 野 毎 鵜 川 打 払 両 肌 に 抗腫瘍活性 が あ
る こ と を見 い 出 し ， そ の 後 本抗腫瘍物質 は本薗 の
L PS で ある こ と を明ら か に し た
11ト 13，
． ま た 判Il川 ， 松
原側， は 陥 ガわ促 他 の 菌体内容物が抗腫瘍活性 を 示 す
ことを報告し ， 次い で 坂 下
期 の P勿go c o cc 描椚 戊g77那 ，
加藤蝿 の 戸川少わ乃 伽 c才gわ祝椚 戊C 堀 5の 菌体細胞壁成分
の抗腫瘍活性の報告等 ， 種 々 の 嫌気性菌が抗腫瘍活性
を有す る こ とが 明 ら か に な っ て き て い る ■
口腔内で は ， 前述の 菌 をは じめ と し て 多数の 菌が 存
在する が ， 先に 述 べ た ごと く 且扉抑 止 紺 ね制 は そ の 中
でも多数の 割合で分離さ れ て お り ， ま た以 上 の 如 く ，
多数の 口 腔内常在細菌が抗腫瘍活性 を有 して い る こ と
に鑑み ， 本研究 で は E祝占戊Cよg rブ祝椚 の 抗腫瘍活性 に つ
いて検討し た ．
抗腫瘍活性の 測定 に は ， 従来抗癌剤の ス ク リ ー ニ ン
グにあ たり 1 次選別試験 に 用 い られ て い る 同種腫瘍で
ある E AC 細胞 ， S－180細胞 ， お よび 2次 選別試験 に 用




標品投与時期 に 関 して ， 抗腫瘍特性 を期待 す る に は
比較的早期に
，
また 腫瘍細胞が少な い 時期か ら投与 す
る方が有用 に 思われ るが
，
臨床 的に は ， 諸検査 で腰 痛
が形態的に 認め られ た 後 に 治療 が開始 さ れ る こ と か
ら ト 腫瘍細胞接種後 2 日目で 腫瘍生者が確認 で き て か
ら治療を開始 した ． ま た抗腫 瘍活性は腰瘍重量お よ び
TノC に より判定 した ．
抗腫 瘍 活性 を検定 す る 方法 と し て は ， ま ず 且
Ientu m A TC C 25559株 の 培 養 液 を 培 養 上 清 液
くSup－Cl と菌体 に 分離 し ， それ ら の 画分に E A C細胞
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お よ び S－180細胞に 対す る抗腫瘍活性 が存在す る か 否
か を検討す る こ とに した ． そ の 際の 培養時間 は， 家兎
を使っ た皮膚毒性の 実験 で48時間培養液に 最も 強 い 皮
膚反応が認 め ら れ たの で ， 本 実験の 培養時間も48時間
と した
42I
． 菌体 は さ ら に 有効成分 を追求す る た め超音
波破砕機 に よ っ て破壊 し ， 遠心上 清くSup－SClく主と し
て 菌体内容物1 と遠心沈溶くSed．S Cl く主と して 菌体細
胞壁 ， 菌体超音波沈子割 に 分 けて検討し た ． そ の 結果
Sup－C お よ び Sed．S Cに は抗腫瘍活性 は認 め ら れ な
か っ た ． し か しなが ら Sup－S Cで は ， 平均腫 瘍重量値
を比 較 した い わ ゆ る 腰瘍増殖阻止率 が有効 な値 を 示
し， 生存 日数の TノC の値も 最も 高か っ た ■ こ れ に よ
り菌体内容物 に は抗腫瘍活性 を示 す 可溶性成分が含 ま
れ る こ と が判明 し た ． 次 に こ の Sup－S C から糖蛋白
質 ， 蛋白質 を抽出する た め 有機溶媒法 を行 っ た
亜，
．




エ タ ノ ー ル な どが 存在 す る が ， ア セ ト ン ， メ タ
ノ ー ル な どは糖蛋白質輯 ， 蛋白質類等 を沈殿さ せ る の
に エ タ ノ ー ル よ り高濃度が必要な こ と ， 更 に ア セ ト ン
は脂質 を可溶化 して 蛋白質頼 を沈殿さ せ る た め ， 本実
験で は不向きで ある と 考え エ タ ノ ー ル を使用 し た
瑚
一
一 般に エ タ ノ ー ル は40％の漬度で ほと ん どの蛋白質類
を沈殿 さ せ る と され てい る が ， 60％の エ タ ノ ー ル 濃度
が 最も 高も1抽 出作用 があ る と い う 従来の 報告
15一に した
が い 本実験 も そ れ に 準じ て行 っ た ．
こ の よ う に して得 られ た60％ エ タ ノ ー ル 画分 くE円
を E A C細胞 ， S－180細胞お よ び Meth A細胞 に 作用
させ たと こ ろ ， 腫 瘍形成 に 対 す る抑制作用 が み ら れ
た ． 更 に ， 等電 点沈殿法 に よ り E Fを精製 した
叫
■ 等電
点法 は粗酒性物質 を含む溶液 か ら活性物質の 溶解度 の
差 を利用 し て活性物質 を沈殿 さ せ る 方法 で ， 古 く は
C 血沈戒抽 川 れ 如劇痛 椚 伊り Cよ 如而粛 肋 朋ノの 毒 素の 抽出
法が知ら れ て い る45，． こ れ は C上 如雨 措 捌 仰 の培 養液
に 塩酸 を加え pH を 変化さ せ る こ と で A型か ら D 型の
毒素 を抽出 した も の で あ る ． 本法は 一 般 に 溶解度の 比
較的小 さ い 蛋白質な どの 分別 に 使用 さ れ るが ， こ の 際
に は塩類濃度 を低く す る必 要 が ある と さ れ て い る ■ そ
の 理 由 と して ， 塩 類の 添加 に よ り蛋白質の 等電点が酸
性 に ずれ ， 無塩の 状態で の 等電点 とは 異な っ て く る か
ら で あ る 瑚 ． 本実験 で は菌体 を洗浄 し ， 培地 成分 の 混
入 を極力避 け て い る ため ， 塩類の 干渉の 可能性 は ほ と
ん どな い と思 わ れ る ． 実際の pH の 調整は ， 溶液の 局
所的 な pH の 急 激 な 変 動 を避 け る 意味 で 1 ハ 5
M の P Bを使 用 し ． 10 N 王妃1 を 用い て pH の 調整 を
行 っ た ． こ う して 得ら れ た pH6．0 の 沈殿画分 に お い
て
， 腫瘍重量お よび TノC で 他の 画分に 較 べ て 著 し い
1000
抗腫瘍活性 が認 め ら れ た ． こ の た め 至 適 pH を pH
6．0 と し本棟品 を凍結乾燥 し ． 用 量 一 反応関係 の 検討
を行う こと に よ り至 適量の 存在 の 有無 を調 べ た ．
その 結果 74紬 g 蛋白ノml の 濃度の も の を投与 し た
群で は高濃度すぎ， 腰瘍死 す る 以前 に マ ウ ス は柴死 し
た ． ま た逆 に 最 も濃度の薄 い 115ノJ g 蛋白ノml の濃度
を投与 した群 に は ほ と ん ど活性 が み ら れ な か っ た ． し
か しな が ら ， そ の中間の 24 7， 495ノノ g 蛋白ノml の濃度
を投与 した 群で は， 対照群 に 較 べ 有意な腫瘍形成の抑
制 お よ び生存期間の延長 を認 め た ． こ の こ と か ら ， 本
棟 晶の 抗腫瘍効果の発現に は 一 定量 を越 えて 細胞内に
侵入 す る こ とが 必要で ， 投与量 と抗腫瘍活性 の量的反
応 に は 至適量が存在す る と考 え られ た ． また 本棟品を
100
0
C， 10分間加熱 し ， 担癌 マ ウ ス を使 い 熱 安定性 を
調べ た と こ ろ ， 抗腫瘍活性 は非加熱の場合 と変化 が な
か っ た こ と か ら ， 抗腰瘍物質 の 本態は蛋白で は な い と
推擦 され た ．
菌体細胞内部の 成分の持 つ 生物活性に つ い て は ， ほ
と ん どそ の追求 はさ れ て い な か っ た ． しか し最近 ， グ
ラ ム 陽性梓菌 堆 岬 血 血 加 加 粧 鯨 油 BC G の菌体成分
か ら抽出し た核酸画分の抗腰瘍活性 が報告 さ れ ， そ の
主成分は D N A であ る こ とが 明 ら か に さ れ た
咄
． ま た
口腔内で 歯石形成 に 関与す る グ ラ ム 陽性梓薗 助 cとgガー
即 椚 祝 ぃ 職 汗 用心 肌 漬 の菌体成分 に も 免疫細胞 を賦活化
させ る物質のある こ と が解明 さ れ 報告さ れ て い る 仰 ．
こ の抽出物質 は ， そ の 組成中に ア ミ ノ糖 を含 んで い な
い こ とや ， 本菌が グラ ム 陽性薗であ り ． リム ル ス テ ス
ト陰性で あ る こ とか ら ， ペ プチ ド グ リ カ ン や L PS と
は 異な っ た も の で はあ るが ， L P Sに 類 似 し た 活性 を
示 す こ と が明 ら か に され て い る ． 本研究 で明 ら か に さ
れ た E二 ね相加 別 の 菌体内抗腫瘍物質 の本態 に つ い て
は ， 上 述の物質と の 関連 を含 め て ， 更な る研究が必要
と され る ．
次 に 投与経路の 羞 に よ る 実験 で は ， n
l
に よ る 投 与
群 と ， 腫瘍局所 と薬液 と の 直接的 な接触 が な い M ，
貯 に よる 投与群 と の 間に は特 に 有意差 が な く ， 直接
的な細胞傷害作用 の 可能性 は考 え に く い と思 わ れ た ．
しか しな が ら ， そ の各投与群 の中で IP投与 に よ る 腫
瘍増殖阻止率が最も高か っ た こ と は ， 本棟晶 と網内系
と の間の な ん らか の 関わ り を窺 わ せ る も の で あ る
餌
．
一 方 ， 病理 組識学的な検討 を した と こ ろ， 処置群に
は腫瘍組織内お よ びそ の 周囲 に リ ン パ 球が 多数認 め ら
れ た ． そ こ で 今 回 ， モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た
AB C法 に よ る 免疫組識学的検索 を行っ た ． A B C法 は
ビオ チ ン くどタ ミ ン 印 と ， そ の捕捉蛋白 で ある ア ピ ジ
ン と の 非常 に強固な結合能 を利用 した酵素標識抗体法
藤
で ， ビオ テ ン を結合さ せ た抗体 を作製 し ， 更に ビオテ
ン を標識 し ， ア ピ ジ ン を介 して ビオ テ ン 化抗体とビオ
チ ン 化 マ ー カ ー と を結 合 し抗原 を検出 す る 方法で あ
る － 本実験 に 使用 し たモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体のう ち， 抗
マ ウ ス L舛2 はサ プレ ツ サ
ー ノキ ラ ー ノ細 胞傷害成丁細
胞 を識別 し ， 抗 マ ウ ス L3 T 4は ヘ ル パ ー ノイ ン デュ ー
サ ー T細胞 を識別す る ．
そ の 結 果， pH 6．0画分標晶投与群 で は腰瘍組織内に
浸潤 した リ ン パ 球は ， 大部分が ヘ ル パ ー ノイ ン デ ュ ー
サ ー T細 胞 と思わ れ る細胞表面形態 を有す る T細胞が
優 位 に 浸潤 し て い た ． こ れ ら の 所 見 に よ り ， 且
Ie ntu m A T C C 2 5559株の Sup．S Cの 抗腫瘍活性は生
体の免疫系 を介 し て働 く もの と考 え ら れ た ．
結 論
E． lentu m A TC C25559株菌体 の超音波処理上清液
くSup－S Cl の 抗 腫 瘍括 性 を エ ー ル リ ッ ヒ 腹水痛
くE A C巨細胞 ， サ ル コ ー マ 180くS－180巨細胞 おびメ ス A
くMeth A巨細胞 の 固塾腫瘍 に つ い て検 討し 次の 結果を
得た ．
1 ． E． le ntu m A T C C 25559 株 Sup－S Cは ， E AC
細胞 お よ び S－1 80細胞 の 固型腫瘍 に 対 して ， 対照群と
比 較 して腫瘍増殖阻止率で23．1－43．1％， 生存率の比
に お い て は128．7 － 1 35．9％以上 を 示 し ， 抗腫瘍活性を
認 め た ．
2 ． Sup
－S C を60％ エ タ ノ ー ル 処 理 す る こ と に より
得 られ た エ タ ノ ー ル 画分 くE Fl は ， E AC 細胞 ， SJ180
細胞お よ び Meth A細胞の固型腫瘍 に 対 し腫瘍増殖阻
止率 で39．7 － 46．1％， 生存率 の 比で136．7 － 139．6％以
上 を示 し ， 抗腫瘍活性 を認 め た ．
3 ． E F を更 に 等電点沈殿法 で 処 理 し た と ころ ，
pH 6．0 画 分 に お い て 抗腰瘍活性 の 向上 が み ら れ ，
EAC 細 胞， S－180細 胞お よ び Meth A細胞に 対し腫
瘍増殖阻止率で39．0－58．5％， 生存率の 比 で132．2 －
139．4％以上 と高い 抗腫瘍活性 を認 め た ．
4 ． pH 6．0画分の 用 量一反応関係 を M eth A細胞を
使 っ て調 べ た と こ ろ ， 7．5－15．Om glmlく247．495FLg蛋
白ノml の 濃 度に お い て 腫瘍形成の抑制く腫瘍増殖阻止
軋 33． か－4 5．9％ニ 生存率 の 比 ， 1 31 ．9－136－7％以
上1 が認 め ら れ ， 本物 質に は 至適濃度が存在 し， また
本標晶は熱安定性 を有 して い た こ と か ら ， その本体は
蛋白で は な い こ と が 推測さ れ た ．
5 ． pH 6．0 画分標品の投与経路 を ， 筋 肉内， 腫瘍内
ぉ よ び腹腔内注射 と変 え ． 各々 の 抗腫瘍活性 を Meth
A 細胞 に つ い て検討 し た と こ ろ ， 腰瘍増殖阻止率はそ
れ ぞ れ30．3％， 30．3％， 35．8％ を示 し い ずれ も抗腫瘍
Euba cteriu m の抗腫瘍活性
活性を認め たが ， 中で も腹腔内投与群で最も高い 腫瘍
増殖阻止率 を示 す結果 が得 られ た －
6 ． 病理 組識学的に 検討し た結果 ， p捕 ．0画分標品
投与群で は ， 腫瘍組織内 お よ び そ の 周 囲に L3T4 陽性
丁細胞 を主 とす る 多数 の リ ン パ 球 の 浸 潤が 認め ら れ
た ．
以 上 の 成績 よ り ， E． le ntu m A T C C 2555 9株
Sup
．S C よ り抽出し た抗腫 瘍物質の 作用 は免疫系 が関
与して い る こ とが 示 唆さ れ た ．
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